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RESUMEN: Las frutas y hortalizas han sido siempre noticia debido 
principalmente a sus propiedades beneficiosas para la salud. Sin 
embargo, cada vez más ocupan titulares debido a su implicación 
en toxiinfecciones alimentarias. Por este motivo, desde 2008, las 
frutas y hortalizas frescas son consideradas por muchos organismos 
internacionales como un alimento de riesgo. Uno de los principales 
problemas microbiológicos de las hortalizas de hojas son las bacte-
rias entéricas que pueden adherirse rápidamente al tejido durante 
el cultivo, coexistir con las bacterias epífitas y persistir por largos 
periodos de tiempo. La prevalencia de microorganismos patógenos 
en las frutas y hortalizas es baja (<1%) y la cuantificación de las bac-
terias patógenas o de microorganismos indicadores generalmente 
muestra niveles muy bajos, lo que no justificaría el elevado número 
de alertas microbiológicas asociadas a este tipo de productos. Sin 
embargo, existen dudas sobre si los recuentos obtenidos utilizan-
do las técnicas convencionales son capaces de reflejar realmente 
todos los microorganismos presentes en el producto vegetal, así 
como en el agua de riego y en el suelo. Varios estudios han demos-
trado que cuando las bacterias son sometidas a distintos factores 
de estrés entran en un estado temporal de baja actividad metabóli-
ca en el cual las células pueden persistir durante largos periodos de 
tiempo sin división celular, llamado estado de latencia o viable pero 
no cultivable (VBNC). La relevancia que el estado fisiológico de las 
bacterias puede tener en el desarrollo de toxiinfecciones alimenta-
rias causadas por las frutas y hortalizas es un tema de gran interés 
que está atrayendo más y más la atención de los investigadores.
PALABRAS CLAVE: vegetales frescos; viable no cultivable; 
seguridad alimentaria; bacterias patógenas; producción primaria
ABSTRACT: Fruits and vegetables have always been in the 
news, mainly because of their beneficial properties for human 
health. However, they increasingly occupy headlines due to 
their involvement in foodborne outbreaks. This is the reason 
why, since 2008, many international organizations consider 
fruit and vegetables risky food. One major microbiological 
concern regarding the safety of leafy greens is that pathogenic 
microorganisms are able to adhere to and survive on plant 
tissue during cultivation and processing, coexist with epiphytic 
bacteria and persist for long periods of time. The prevalence 
of pathogenic microorganisms in fruits and vegetables is low 
(<1%) and enumeration of pathogenic or indicator bacteria 
usually show very low numbers, which do not explain the high 
number of microbiological alerts associated with this types 
of products. However, concerns have been raised regarding 
how representative the enumeration of bacteria using plate 
count techniques may be. Several studies have shown that 
when bacteria are subjected to different stresses, they enter 
into a temporary state of low metabolic activity in which the 
cells can persist for long periods of time without cell division, 
called latency or viable but non-culturable (VBNC). The 
significance that the physiological state of bacteria might have 
in the development of foodborne diseases caused by fruits and 
vegetables is getting a lot of attention and much research is 
now focused on this topic.
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safety; pathogenic bacteria; primary production
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La seguridad alimentaria sigue representando una 
de las principales preocupaciones en el campo de la 
salud pública debido principalmente al considerable 
número de toxiinfecciones transmitidas por los ali-
mentos. En general, se estima que en el mundo se 
producen cerca de 9.4 millones de toxiinfecciones 
alimentarias (TIAs), las cuales causan 55.961 hospita-
lizaciones y 1.351 muertes al año. Estas TIAs son pro-
vocadas por muchos tipos de microorganismos pero 
fundamentalmente por bacterias como son Campylo-
bacter, Salmonella, Escherichia coli patogénica y Lis-
teria monocytogenes entre otras (Ding et al., 2017). 
Los productos vegetales frescos suponen un impor-
tante vehículo de transmisión de estas bacterias y su 
incidencia en humanos ha aumentado en los últimos 
años. Muchos son los factores que se han identificado 
como responsables de ese incremento en el número 
de TIA asociadas a los alimentos frescos, entre las que 
se pueden mencionar los cambios en la alimentación 
y en el estilo de vida, que ha provocado un aumento 
en el consumo de vegetales frescos, así como la me-
jora de los programas de vigilancia y las técnicas de 
detección de los microorganismos patógenos (EFSA, 
2013; véase también European Commission Notice 
No. 2017/C 163/01). 
Las autoridades competentes, tales como la Comi-
sión Europea (CE) en Europa y la Food and Drug Ad-
ministration (FDA) en Estados Unidos, han elaborado 
guías de recomendaciones y legislación en las que se 
incluye la monitorización de las aguas de riego, con el 
fin de evitar riesgos microbiológicos que puedan pro-
vocar TIA asociadas a productos vegetales. Asimismo, 
la legislación europea incluye límites microbiológicos 
para las frutas y hortalizas listas para su consumo, lo 
que hace necesario detectar y cuantificar los microor-
ganismos patógenos e indicadores que pueden estar 
presentes en los productos vegetales (véase Com-
mission Regulation (EC) No 2073/2005 of 15 Novem-
ber 2005; European Commission Notice No. 2017/C 
163/01; FSMA Final Rule on Produce Safety). 
Tradicionalmente, para detectar y cuantificar la pre-
sencia de bacterias patógenas o, en su lugar, microor-
ganismos indicadores de contaminación fecal, se uti-
lizan técnicas dependientes de cultivo. Sin embargo, 
numerosos estudios han evidenciado que los recuen-
tos basados en métodos de cultivo en placa no dan 
una buena estimación del número real de microorga-
nismos presentes en los alimentos. Durante la produc-
ción y procesado, los alimentos se someten a nume-
rosas etapas que pueden constituir un estrés para las 
bacterias. Las bacterias pasan entonces de un estado 
totalmente activo y cultivable a un estado de laten-
cia, denominado viable pero no cultivable (VBNC). Los 
cambios de temperatura, el uso de desinfectantes y 
los tratamientos con luz-UV son algunos de factores 
causantes de estrés a las bacterias y que los estudios 
científicos han asociado con una inducción al estado 
VBNC de los microorganismos presentes en los ali-
mentos (Ding et al., 2017; Dinu y Bach, 2011; Zhang, 
Ye, Lin, Lv y Yu, 2015). El estado VBNC fue descubierto 
en el año 1982 por Xu et al. (1982), y define a aquellas 
bacterias que no pueden desarrolladas en un medio 
de cultivo pero que siguen metabólicamente activas. 
A pesar de que estas bacterias no son cultivables, pue-
den representar un peligro para los consumidores, ya 
que hay evidencias científicas de que estas bacterias 
pueden revertir este estado a un estado metabólica-
mente activo cuando se encuentran en condiciones 
favorables de crecimiento, pudiendo desarrollar su 
patogenicidad (Highmore, Warner, Rothwell, Wilks. y 
Keevil, 2018). Hasta el momento, no existes eviden-
cias científicas que confirmen que los brotes de TIA 
descritos en los últimos años hayan sido provocados 
por bacterias patógenas en estado de VBNC. Sin em-
bargo, algunos estudios han intentado demostrar que 
la presencia de bacterias patógenas en estado VBNC 
han podido ser la causa de algunas de las TIA. Por 
ejemplo, Makino et al. (2000) establece una relación 
entre un brote de TIA ocurrido en Japón asociado al 
consumo de salmón y la presencia de la bacteria Es-
cherichia coli O157:H7 en estado VBNC debido al pro-
ceso de salado al que se somete el salmón. 
Con respecto a las TIA ocurridas por el consumo de 
vegetales, Zhao, Zhong, Wei, Lin y Ding (2017), sugie-
ren que Escherichia coli O104:H4, responsable de la 
toxinfección en Alemania en el año 2011, no pudo ser 
detectada ni aislada de la fuente de contaminación 
porque se encontraba en un estado VBNC. Esta teo-
ría está apoyada por las investigaciones realizadas por 
Aurass, Prager y Flieger (2011) que confirmaron que la 
cepa de Escherichia coli O104:H4 que generó la TIA en 
Alemania entró en un estado de VBNC por los iones 
de cobre que posee el agua potable de esa zona, y que 
cuando el estrés remitió, la bacteria resucitó mante-
niendo su patogenicidad. Además, también se ha de-
mostrado que la bacteria Escherichia coli O157:H7 en 
estado VBNC, continúa expresando sus factores de 
virulencia una vez es inoculada sobre lechuga (Dinu 
y Bach, 2011). Por lo tanto, existe una necesidad de 
investigar la relevancia en la seguridad alimentaria 
del estado fisiológico de las bacterias, y más concre-
tamente qué capacidad de patogenicidad tienen las 
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bacterias que se encuentran en el estado VBNC en los 
alimentos. Asimismo, se necesita más investigación 
centrada en el desarrollo y optimización de métodos 
rápidos de detección que nos permitan determinar el 
estado fisiológico de las bacterias para poder mejorar 
la seguridad alimentaria.
2. CARACTERÍSTICAS DE LAS BACTERIAS EN ESTADO 
CULTIVABLE Y VIABLE NO CULTIVABLE (VBNC)
Varios estudios han demostrado que cuando las bac-
terias, incluidas las bacterias patógenas de alimentos, 
son sometidas a un estrés entran en un estado tempo-
ral de baja actividad metabólica en el cual las células 
pueden persistir durante largos periodos de tiempo sin 
división celular, llamado latencia (Oliver, 2010). En las 
bacterias no esporuladas existen dos estados de laten-
cia: las células viables no cultivables (VBNC) y las célu-
las llamadas persistentes (persister cells) (Ayrapetyan, 
Williams, Baxter y Oliver, 2015). Aunque comparten 
algunas similitudes, las células VBNC no se dividen, 
sino que mantienen sus membranas celulares intactas, 
continúan con la expresión génica y tienen la capaci-
dad de convertirse en cultivables una vez resucitadas. 
Sin embargo, las condiciones y los medios de cultivo 
utilizados en la microbiología clásica no cumplen con 
los requisitos de estos organismos para reanudar su 
crecimiento inmediatamente (Zhao et al., 2017). La 
mayoría de las especies bacterianas son capaces de 
entrar en un estado VBNC cuando se encuentran en 
condiciones ambientales adversas, lo que incluye la ex-
posición a biocidas que son utilizados frecuentemente 
en la industria alimentaria, lo que indica que el estado 
VBNC puede ser una fase habitual en el ciclo de vida 
de la bacteria (Oliver, 2005). Por otro lado, las células 
persistentes son células de crecimiento lento o subpo-
blaciones que no crecen dentro de un cultivo y que po-
seen tolerancia a distintos compuestos antimicrobia-
nos, por lo que pueden sobrevivir a los mismos, mien-
tras que el resto de la población sigue siendo sensible. 
Estas bacterias resistentes son capaces de reanudar el 
crecimiento cuando se encuentran en un medio que 
dispone de los nutrientes necesarios y las condiciones 
adecuadas para el mismo (Nyström, 2003). 
Por lo tanto, las bacterias en estado VBNC se ca-
racterizan principalmente por: (i) mantener la inte-
gridad celular; (ii) poseer alguna forma de actividad 
celular medible (Lai, Chen, Lin, Chang y Wong, 2009); 
(iii) tener la capacidad de recuperarse (Anuchin et 
al., 2009); (iv) responder a estímulos externos que se 
demuestran mediante la expresión génica (Kell,, Ka-
prelyants, Weichart, Harwood y Barer, 1998); (v) tener 
baja actividad metabólica (Oliver, 2005); (vi) presentar 
enanismo (Costa et al., 1999); (vii) tener reducido el 
transporte de nutrientes; (viii) tener un alto nivel de 
ATP y mostrar un alto nivel de potencial de membra-
na (Signoretto, Lleo y Canepari, 2002); (ix) presentar 
modificaciones en la composición de ácidos grasos de 
las membranas citoplasmáticas (Day y Oliver, 2004); 
así como (x) tener una mayor resistencia a los anti-
bióticos debido a una actividad metabólica más baja 
(Oliver, 2010).
Como hemos indicado anteriormente, el estado 
VBNC puede ser desencadenado por circunstancias 
de estrés como duras condiciones ambientales (Oliver, 
2010), escasez de nutrientes (Cook y Bolster, 2007) 
temperaturas extremas (Besnard, Federighi, Declerq, 
Jugiau y Cappelier, 2002), fuertes cambios de pH o sa-
linidad (Cunningham, O’Byrne y Oliver, 2009); estrés 
osmótico (Asakura et al., 2008), disponibilidad de oxí-
geno (Kana et al., 2008; Mascher, Hase, Moenne-Loc-
coz y Défago, 2000), y daño o perdida de componentes 
esenciales de la célula incluido el ADN por la exposición 
a metales pesados, conservantes o luz UV (Fakruddin, 
Bin Mannan y Andrews, 2013). Además, durante el pro-
cesado de alimentos, existen numerosos factores que 
pueden inducir a las células al estado VBNC tales como 
los tratamientos térmicos, el uso de antibacterianos 
como fagos lisogénicos, autolisinas y los procesos de 
desinfección (Nicolò y Guglielmino, 2012; Oliver, 2010).
Pese a todos los estudios que se han llevado a cabo 
con el objetivo de esclarecer la relevancia de este esta-
do en la seguridad alimentaria, el estado VBNC conti-
núa estando en entredicho debido a las dificultades que 
existen para diferenciar las células VBNC y las células 
latentes a través de reanimación y estudios fenotípicos. 
Sin embargo, recientemente, avances en las técnicas 
moleculares que se pueden utilizar con este fin están 
generando información muy valiosa que va a poder ser 
utilizada para clarificar la relevancia del estado VBNC.
3. MÉTODOS DE ANÁLISIS CAPACES DE DIFERENCIAR 
EL ESTADO FISIOLÓGICO DE LAS BACTERIAS: ESTADO 
CULTIVABLE Y ESTADO VIABLE PERO NO CULTIVABLE 
(VBNC)
3.1. Bacterias cultivables
Los métodos convencionales de cultivo en placa son 
utilizados de forma rutinaria y permiten determinar 
la cultivabilidad de las células. Aquellas bacterias que 
son capaces de formar una colonia en un medio de 
cultivo sólido se denominan cultivables. Estudios pre-
vios han estimado que, por lo general, solo el 10% de 
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las bacterias que se encuentran en los productos ve-
getales frescos son cultivables (Rastogi et al., 2012). 
Por ese motivo, los estudios centrados en determinar 
el impacto que los distintos procesos tienen en la car-
ga microbiana de productos vegetales y que solo uti-
lizan los métodos de cultivo en placa, no pueden con-
siderarse representativos de la población microbiana 
presente en este tipo de productos. Existen múltiples 
medios de cultivo que permiten cuantificar grupos ge-
néricos de bacterias, como es el caso de los medios 
nutritivos de cultivo para bacterias aerobias totales, 
pero también existen medios de cultivo selectivos que 
permiten cuantificar grupos bacterianos específicos. 
3.2. Bacterias viables no cultivables (VBNC)
Los métodos utilizados para detectar VBNC se ba-
san principalmente en dos de las características claves 
de las mismas: la viabilidad y su cultivabilidad. Por lo 
tanto, para poder detectar VBNC en una muestra, el 
primer paso es el uso de la técnica de recuento en pla-
ca para confirmar que cantidad de células se encuen-
tran en un estado cultivable, seguido de la estimación 
de células viables.
Para determinar la viabilidad celular es necesario el 
empleo de metodología más avanzada de biología mo-
lecular, citometría de flujo o microscopia electrónica.
3.2.1. Métodos de tinción
Una de las técnicas más comunes para visualizar la 
fisiología de la bacteria y su viabilidad es el uso de la 
tinción de células usando diferentes colorantes fun-
cionales. Estos colorantes poseen ciertas propiedades 
que les permiten entrar en la célula, unirse a ciertas 
regiones de la célula e incluso ser metabolizados. En 
general suelen emitir fluorescencia que da informa-
ción sobre la fisiología de la célula. La metodología 
más utilizada para determinar la viabilidad celular es 
la media de la integridad de la membrana utilizando el 
kit conocido como LIVE/DEAD BacLight Bacterial via-
bility. Este método se basa en que las células muertas 
tienen la pared celular rota o comprometida y en las 
células viables se mantiene intacta (Oliver, 2005). Este 
sistema es un método rápido de tinción que utiliza 
dos marcadores fluorescentes, el SYTO9 y el yoduro 
de propidio, que se diferencian por sus características 
espectrales y su capacidad de penetrar en las células 
bacterianas viables. 
El fluorocromo SYTO9 tiñe todas las células, inde-
pendientemente del estado de su membrana citoplas-
mática. Por el contrario, el yoduro de propidio penetra 
solo en las células que tienen la membrana dañada, 
causando una reducción en la intensidad fluorescente 
del SYTO9 cuando ambos marcadores están presen-
tes. Por tanto, las células que tienen la membrana ci-
toplasmática intacta se tiñen de verde y se considera-
rán viables mientras que las bacterias que tienen da-
ñada la membrana se tiñen de rojo y se considerarán 
no viables. La diferenciación por color para determi-
nar la viabilidad celular se realizará con la ayuda de un 
microscopio de fluorescencia o un citómetro de flujo 
(Aurass et al., 2011; Berney et al., 2007). Sin embargo, 
la detección por citometría de flujo se considera una 
técnica más precisa que el uso del microscopio de epi-
fluorescencia (Sieracki, Cucci y Nicinnski, 1999). Otros 
tintes dobles que también permiten diferenciar bac-
terias viables de bacterias muertas son el naranja de 
acridina y el CTC con 4,6-diamino-2 fenil indol (DAPI). 
El naranja de acridina se une al ARN, tiñendo de rojo 
las bacterias viables y de verde las muertas (Anvarian, 
Smith y Overton, 2016). En el método CTC combinado 
con DAPI, la viabilidad celular se distingue por el co-
lor rojo de las células (Besnard, Federighi y Cappelier, 
2000; Winkelströter y De Martinis, 2015).
En los últimos años la citometría de flujo está sien-
do muy empleada en la microbiología de alimentos 
para realizar estudios sobre la funcionalidad bacte-
riana, detectar poblaciones bacterianas o para detec-
tar la presencia de patógenos en el alimento (Bridier, 
Hammes, Canette, Bouchez y Briandet, 2015). Concre-
tamente en alimentos vegetales algunos estudios ya 
han demostrado el efecto que algunas etapas del pro-
cesado tienen sobre el estado fisiológico de las bacte-
rias utilizando la citometría de flujo en combinación 
con el uso de marcadores fluorescentes. Anvarian et 
al. (2016) estudió el efecto que la etapa de clarifica-
ción del zumo de naranja tiene sobre la inducción al 
estado de VBNC de Escherichia coli K-12. Tamburini, 
Foladori, Ferrentino, Spilimbergo y Jousson (2014) 
evaluaron la capacidad de inactivación bacteriana de 
la tecnología de conservación de dióxido de carbono 
a alta presión inoculando zanahoria cortada con Es-
cherichia coli. Estos autores observaron que los tra-
tamientos aplicados no eran capaces de inhibir com-
pletamente a la población bacteriana sino que, por el 
contrario, en una parte de la población se inducía un 
estado transitorio de VBNC.
3.2.2. Métodos moleculares
Muchas han sido las estrategias moleculares que se 
han descrito para diferenciar células VBNC de células 
muertas. Entre ellas, se encuentra la cuantificación 
del ARNm, como un indicador de la viabilidad celu-
lar, mediante la reacción en cadena de la polimerasa 
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a tiempo real (Real time polymerase chain reaction), 
qPCR para su amplificación (Fischer-Le Saux, Hervio-
Heath, Loaec, Colwel y Pommepuy, 2002). Sin embar-
go, hay que tener en cuenta que el ARNm tiene una 
vida muy corta y es muy lábil, lo que hace que incre-
mente el riesgo de degradación de la molécula duran-
te la extracción. Por ello, el uso de métodos basados 
en la detección del ADN mediante qPCR está mucho 
más extendido en la literatura científica. Sin embargo, 
hay que tener en cuenta que esta metodología ado-
lece de la capacidad para diferenciar células vivas y 
muertas. Para poder subsanar este inconveniente se 
han desarrollado métodos alternativos que incorpo-
ran pretratamientos a la muestra con agentes coloran-
tes tales como bromuro de etidio monoazide (EMA) o 
bromuro de propidio monoazide (PMA), que en com-
binación con la técnica qPCR permiten la identifica-
ción y cuantificación de las células viables (Nocker y 
Camper, 2009). Los colorantes utilizados son capaces 
de penetrar de manera selectiva en las membranas de 
las células que tienen la pared celular comprometida 
y se unen covalentemente al ADN mediante fotolisis, 
utilizando una fuente de luz visible, lo que evita la am-
plificación del ADN de las bacterias muertas en la pos-
terior amplificación durante la qPCR (véase figura 1). 
Hay que destacar que algunos estudios han publi-
cado que el tratamiento del ADN utilizando EMA no 
es del todo efectivo ya que no consigue una buena 
diferenciación entre las bacterias viables y las muer-
tas. Por ese motivo, la mayoría de los estudios reco-
mienda el uso del colorante PMA (Fittipaldi, Nocker 
y Codony, 2012). Por otro lado, la utilización del co-
lorante PMA para la detección de células viables de 
bacterias patógenas presentes en el tejido vegetal ha 
sido ampliamente demostrada en estudios a escala de 
laboratorio (Dinu y Bach, 2011; Elizaquível, Sánchez 
y Aznar, 2012). Sin embargo, pocos estudios se han 
centrado en validar o demostrar el uso del PMA-qPCR 
para detectar la presencia de VBNC en productos ve-
getales en condiciones reales (Moyle, Harris y Marco, 
2013; Truchado, Gil, Kostic y Allende, 2016). El estudio 
realizado por Truchado et al. (2016) validó el empleo 
de la técnica PMA-qPCR para detectar la presencia 
de Escherichia coli genérica en ensayos realizados en 
campos comerciales de lechuga en diferentes matri-
ces, como es el agua de riego y el material vegetal. 
Recientemente Tombini Decol et al. (2019) han con-
firmado que la aplicación de la metodología descrita 
resulta adecuada para la detección y cuantificación de 
células de Escherichia coli en estado VBNC presentes 
en lechugas pigmentadas. 
Es importante tener en cuenta que el combinado 
del PMA y la qPCR es exclusivo para células muertas 
que tienen la pared celular comprometida, por lo que 
la presencia de células muertas con la pared celular 
intacta podría ser causa de una sobreestimación del 
número de células viables (Nkuipou-Kenfack, Engel, 
Fakih y Nocker, 2013; Nocker y Camper, 2009). Para 
mejorar la detección de células viables no cultivables 
por qPCR, algunos autores han propuesto el uso de la 
amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP) o 
el tratamiento con ácido desoxicólico (DC) antes de la 
aplicación del PMA. El uso de PMA-LAMP se describe 
como un método rápido, sencillo y preciso con una 
alta sensibilidad y especificidad para detectar y cuan-
tificar células viables de bacterias patógenas alteran-
tes presentes en los alimentos, tales como Listeria, 
Escherichia coli patogénica y Salmonella (Fang et al., 
2018; Wan et al., 2012; Zhao et al., 2013). Respecto 
al tratamiento con DC antes del PMA, los resultados 
muestran que el tratamiento previo con DC facilitado 
la penetración del PMA en las células muertas o en 
las células dañadas, reduciendo los resultados falsos 
positivos (Wang et al., 2014; Zhou et al., 2017). Aun-
que estas técnicas aún no han sido validadas para la 
Figura 1. Esquema de amplificación de bacterias viables no cultivables utilizando tintes que se adhieren al DNA
Fuente: elaboración propia
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detección de VBNC en vegetales, parecen ser técnicas 
prometedoras que hay que tener en cuenta para me-
jorar la detección de las VBNC en el tejido vegetal.
4. LA IMPORTANCIA DEL ESTADO VBNC EN LA SEGU-
RIDAD ALIMENTARIA DE LOS PRODUCTOS VEGETALES
La no culturabilidad de las bacterias en el estado 
VBNC constituye un problema para la seguridad ali-
mentaria y para la salud pública, ya que alimentos 
que a priori pueden parecer libres de bacterias pa-
tógenas pueden contener células en estado VBNC, 
capaces de resucitar y de causar la enfermedad. 
Esto es debido a que las células VBNC no son de-
tectadas mediante las técnicas convencionales de 
cultivo en placa. En la literatura científica existen 
opiniones controvertidas con respecto a si las bac-
terias que se encuentran en estado VBNC todavía 
retienen su patogenicidad. Por un lado, existen 
evidencias científicas que indican que algunas bac-
terias patógenas en estado VBNC pueden expresar 
sus factores de virulencia, por lo que su capacidad 
de infección puede recuperarse si el estado VBNC 
es revertido (Anderson et al., 2004; Highmore et 
al., 2018; Pommepuy et al., 1996). Sin embargo, 
otros estudios apuestan por que los microorganis-
mos en el estado VBNC no son capaces de comen-
zar una infección (Cappelier, Besnard, Roche, Velge 
y Federighi, 2007; Habimana et al., 2014). 
Dinu y Bach (2011) observaron que en la superfi-
cie de los vegetales, las células de Escherichia coli 
O157:H7 eran inducidas al estado VBNC debido a 
las bajas temperaturas. Sin embargo, estas bacte-
rias ubicadas en la filósfera de la lechuga, seguían 
siendo metabólicamente activas, ya que fueron ca-
paces de producir pequeñas cantidades de veroto-
xinas. Posteriormente Van der Linden et al. (2014) 
demostraron que las células de Escherichia coli 
O157:H7 sometidas a determinadas circunstancias 
de estrés eran capaces de recuperarse y atacar la 
superficie de la lechuga sobre la que se inocularon. 
Recientemente Highmore et al. (2018) han puesto 
de manifiesto que las células de Listeria monocyto-
genes en el estado VBNC inducido por los trata-
mientos de cloro que se usan para la desinfección 
del agua durante el lavado de los vegetales eran ca-
paces de mantener su patogenicidad cuando fueron 
ingeridas por el nematodo Caenorhabditis elegans. 
Los investigadores observaron la presencia del pa-
tógeno en el lumen intestinal de Caenorhabditis 
elegans, lo que indica su capacidad de resucitación 
e invasión celular tras su ingestión. Todos estos es-
tudios subrayan el riesgo que pueden representar 
para la salud pública los patógenos en estado VBNC 
transmitidos por los alimentos.
5. ¿QUÉ SE SABE DEL ESTADO FISIOLÓGICO DE LAS 
BACTERIAS EN LOS PRODUCTOS VEGETALES FRESCOS?
La presencia de bacterias en estado VBNC en 
muestras ambientales, principalmente en agua, está 
ampliamente demostrada en la literatura científica 
(Gensberger et al., 2014; Li et al., 2014; Van Franken-
huyzen, Trevors, Flemming, Lee y Habash, 2013). Sin 
embargo, pocos estudios se han centrado en evaluar 
la presencia de células en estado VBNC en el tejido 
vegetal durante la producción o el procesado. En ge-
neral, se ha descrito que la presencia de bacterias 
viables en el tejido vegetal suele estar comprendida 
entre 1 - 4 unidades logarítmicas superior al número 
de células cultivables (véase figura 2). 
Figura 2. Recuentos de Escherichia coli cultivable (re-
cuento en placa) y de Escherichia coli VBNC (VBNC= 
células viables-células cultivables) en lechuga baby 
pigmentada regada con agua de superficie
Fuente: elaboración propia
En un estudio en cámaras de cultivo controlado, Mo-
yle et al. (2013) inocularon plantas de lechuga romana 
con 106 CFU/por hoja de Escherichia coli O157:H7 y 
estudiaron su viabilidad durante siete días. La cuanti-
ficación de Escherichia coli O157:H7 con PMA-qPCR y 
con la técnica de recuento en placa mostró que la ma-
yoría de las células del patógeno presentes en el tejido 
vegetal se encontraban es estado VBNC. Utilizando la 
técnica del PMA-qPCR para la cuantificación de células 
VBNC, Truchado et al. (2016) determinaron que en le-
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chuga iceberg, la concentración de Escherichia coli en 
estado VBNC era dos unidades logarítmicas superior 
a la cantidad de Escherichia coli cultivable. La lechuga 
había sido regada con agua superficial de baja calidad 
en la que se habían cuantificado 6 log ufc/100 mL de 
Escherichia coli en estado VBNC y 4 log ufc/100 mL de 
cultivables. Resultados similares han sido reciente-
mente publicados por Tombini-Decol et al. (2019) en 
lechuga baby pigmentada regada durante todo su ciclo 
de cultivo con agua regenerada del tratamiento secun-
dario de la depuradora. Los resultados muestran una 
diferencia de aproximadamente dos unidades logarít-
micas entre los recuentos de Escherichia coli viable y 
los de Escherichia coli cultivable en el tejido vegetal. 
La presencia de VBNC presentes en el tejido vegetal 
fueron atribuidas al estrés medioambiental y al trata-
miento de desinfección aplicado al agua de riego. 
Estos estudios científicos ponen de manifiesto la 
relevancia del estado fisiológico de las bacterias en 
el tejido vegetal, ya que las células en estado VBNC 
podrían revertir este estado al de cultivable y desa-
rrollar su patogenicidad con el consiguiente riesgo 
para la salud pública, tal y como se ha indicado an-
teriormente. Por estas razones, es importante seguir 
profundizando en el estado fisiológico de las bacte-
rias presentes en los productos vegetales frescos y 
en cómo las distintas prácticas agrícolas, las condi-
ciones climatológicas y el procesado pueden afectar 
al estado de las mismas.
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